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La pr§sente invention, realis6e au Centre 
d' Immunologic et de Biologie PIERRE FAB RE, concerne 
des preparations immunostimulantes non specifiques 
contenaht des ARN ribosomaux, ainsi que des proced€s 
pour la preparation de ces ARN. 

Le pouvoir vaccinant des ribo somes et des ARN 
est connu mais ne se developpe qu f en presence 
d" adjuvants tels que les proteoglycanes mernbranaires 
ou les polysaccharides mernbranaires et, en outre, 
I'activite developpee est essentiellement preventive e 

Or, la Demanderesse a decouvert que certains 
ARN etaient utilisables seuls pour le traitement 
d' affections dues a des deficits immunitaires tels 
que la lepre et le cancer. 

Ainsi, la Demanderesse a mis en Evidence le 
pouvoir immunostimulant non specifique tres important 
des ARN ribosomaux de s 

- Klebsiella pneumoniae 

- Serratia marcescens 

- Salmonella typhimurium 

- Hemophilus influenzae 

C 8 est pourquoi la pr§sente invention concerne 
des preparations immunostimulantes non specifiques 
pour le traitement des immunodif icits tels que ceux 
rencontres dans la lepre et le cancer, caracterisees 
en ce qu'elles contiennent, h titre de principe 
actif seul, un ou plusieurs ARN ribosomaux bact£riens 
extraits des souches suivantes ; 

- Klebsiella pneumoniae 

- Serratia marcescens 

- Salmonella typhimurium 

- Hemophilus influenzae. 
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Ces preparations immunostimulantes sont 
. presentees, de preference, sous forme injectable , 
les concentrations et la frequence des injections 
etant, bien entendu, variables suivant 1' affection 
5 a traiter ; mais, dans la majorite des cas, chaque 

dose contient de l'ordre de 10 )ig 50 jig d'ARN riboso- . 
maux dans un support acceptable en therapeutique humaine. 

La presente invention concerne, en outre, 
un procede de preparation d'ARN propice & une 
lO production 5 grande echelle* En effet, les procedis 

jusqu'ici decrits pour la preparation des ARN 
ribosomaux font tou jours appel a une technologie 
complexe ne se pretant pas du tout S une production 
industrielle dans des conditions satisfaisantes. 
15 Ainsi, dans le procede mettant en oeuvre l f extraction 

au phenol des ARN, les phases d f extraction sont 
dif ficiles S separer avec les dispositif s industriels 
existants. 

Le procede selon la presente invention est 
20 done un precede de preparation d* ARN ribosomaux 

bacteriens caracterise en ce que : 

a) on separe les ribosomes des bacteries 

broyees , 

b) on extrait l 1 ARN brut des ribosomes par 
25 melange desdits ribosomes avec une solution aqueuse 

de dodecyle sulfate de sodium I chaud, et precipita- 
tion des ARN bruts, et 

c) on traite 1 1 ARN brut par au moins une 
enzyme proteolytique a chaud suivi d'une precipitation 

30 des ARN purifies. 

Dans un mode de realisation prefere, ce 
procede est caracterise en ce que : 
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a) on s£pare les ribosomes des bact§ries 
broyees par centrif ugation, 

- b) on extrait l'ARN brut des ribosomes par 
milange desdits ribosomes avec une solution aqueuse - 
de dodecyle sulfate de sodium § une concentration 
comprise entre 1 et 5 % a une temperature comprise 
entre 3p et 50°C, on prScipite les ARN bruts en ajoutant 
au melange de 1 B acetate de sodium et de I'ethanol et 
en recueillant le precipite d 1 ARN bruts, 

c) on traite 1 1 ARN brut par une enzyme 
protgolytique a une temperature comprise entre 20 
et 40°C, puis on pr§cipite 1 1 ARN purifie en ajoutant 
a la solution obtenue du bromure de cetyltrimethyl 
.ammonium, on recueille le precipite d 1 ARN purifies 
;obtenu et on elimine le bromure de cetyltrimgthyl 
ammonium dudit pr6cipit£. 

Le traitement au dodecyle sulfate de sodium 
permet de liberer la majorite des protSines liees 
a 1 'ARN par des liaisons ioniques. Quant au traitement 
S I'aide d'enzymes protSolytiques , il permet 
d'eliminer par scission les prolines restant apres 
le traitement precedent. 

Dans un mode de mise en oeuvre pr£f£re du 
proc€d§ on utilise une solution de dodecyle sulfate 
de sodium (SDS) a 2,5 % a une temperature de +40°C 
pendant environ 30 minutes. 

Apres la precipitation des ARN bruts, il est . 
interessant de laver le culot d" ARN plusieurs fois 
avec de l'ethanol aqueux contenant de 1' acetate de 
sodium avant de faire agir 1' enzyme proteolytique. 

Parmi les enzymes prot§olytiques utilisables 
il faut citer plus particulierement la pronase et 
la trypsine. 
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Le melange de prot§olyse est traite par une 
solution contenant entre 2 et 10 % en volume de 
bromure de c§tyltrim§thyl-ammonium (CETAVLON) ,. le 
.pr£cipit§ etant recup§r§ par centrifugation. 

On peut r§cup§rer 1 1 ARN du pr§cipite en lavant 
le culot par un excSs d'ethanol aqueux contenant de 
1' acetate de sodium qui permet d'eliminer le CETAVLON . 

Les proced§s permettant de preparer les 
ribosomes a partir des bacteries broyees sont connus, 
voir par exemple le brevet frangais 75 10252 au nom 
de la Demanderesse. 

De preference, la suspension bacterienne est 
broySe puis le lysat bacterien est clarifie par 
centrifugation sous une acceleration comprise entre 
lO OOO et 50 OOO g pour obtenir un surnageant clair. 

Le broyage peut etre effectu§ SI 1 aide 
d'homog§neiseurs Manton Gaulin APV, munis de clapets 
spgciaux de disintegration, ou des disperseurs S 
micro-billes de verre de type Dyno-Mill ou equivalents. 

Le surnageant est traits par de la DNase puis 
les ribosomes sont pricipites a l'ethanol a basse 
temperature, de l'ordre de -lO a -30°C, le prgcipite 
peut etre recueilli par centrifugation. 

Afin d f obtenir un ARN tres purifie les ARN 
.purifies sont repris dans un tampon Tris-HCl 0,05 M, 
pH 7,2, et chromatographies sur une colonne de DEAE 
cellulose par un gradient de NaCl, on obtient ainsi 
des ARN tr£s purifies. 

L 1 ARN purifi§ ou tres purifie obtenu peut 
etre sterilise et conserve par congelation ou* 
lyophilisation. 
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La pr^sente invention porte evidemment sur 
les preparations immunostinulantes non specif iques 
contenant des ARN obtenus par la mise en oeuvre du 
procide precedent mais qui peuvent egalement etre 
obtenus par d'autres precedes. 

L 1 invention concerne §galement les ARN 
obtenus par le procede precedent . 

L'exemple suivant est destine a illustrer 
un mode de mise en oeuvre du procede selon la pr§sente 
invention afin d 8 illustrer certaines caracteristiques 
de ce procede mais ne la limite nullement* 
EXEMPLE 1 

Les cellules bacteriennes de Klebsiella 
pneumoniae type 1 sont obtenues par un procide classique 
de fermentation puis concentrees par centrif ugation 
continue sur des separateurs de types Sharpies ou 
Westfalia. La biomasse est alors lavee par du serum 
physiologique puis a nouveau concentree par 
centrif ugation continue. Le concentrat bact£rien ainsi 
obtenu esc soumis aux controles bacteriologiques 
usueis et h une determination du titre en ex-trait sec« 
II est stocke congel£ a basse temperature <> 

Le concentrat bacterien est mis en suspension 
dans une solution de MgCl 2 0,01 M pH 7,0 £ +4°C de 
fagon a avoir 5 g d°extrait sec dans 100 ml de 
suspension. 

La suspension bact^rienne est soumise a un 
broyage dans un homog^neiseur Man ton Gaul in APV 
destine I rompre les parois cellulaires et 3 libSrer 
le contenu cytoplasm! que. Cette operation est 
effectuee en maintenant la temperature a moins de 
10°C au moyen d'un echangeur thermique plac£ dans le 
circuit. 
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Le lysat bact§rien est ensuite clarifi§ par 
centrifugation a 30 000 g pendant 45 minutes a basse 
temperature. Le r§sidu est elimini et le surnageant 

clair recueilli. 

Le surnageant est traits pendant une heure 
a 30°C sous agitation par de la DNase rigoureusement 
exempte de ribonucl§ase puis refroidi S +4°C. 

Les ribosomes sont aussitot precipites par 
addition de O f 7 volume d'&thanol a -20°C. Apres un 
repos de 30 minutes S +4°C le pr§cipiti est recueilli 
par centrifugation et le surnageant Slimine. 

Le culot de ribosomes brut est repris dans 
une .-solution a 2,5 % de SDS 3 +40°C et l'ARN est extrait 
pendant 30 minutes sous agitation rapide a cette 
temperature. 

L'ARN est alors pr§cipit§ par addition d'acSta.te 
de sodium, QSP 0,2 M, puis de 0,8 volume d'Sthanol a 
-20°C. Apr§s un repos de 30 minutes a +4°C le pr€cipit§ 
est recueilli par centrifugation et le surnageant 
§limin§. 

Le culot est. lav§ deux fois par un exces 
d'ethanol a 70 % contenant CH 3 C00Na 0,1 M puis il est 
repris en solution concentrle dans du tampon Tris-HCl- - 
0,05 M, pH 7,0. 

Les prot§ines residuelles pouvant encore 
subsister avec l'AKN sont eliminges par un traitement 
de une heure S 30°C par la pronase (ou la trypsine) 
puis en ref roidissant a +4°C. 

L'ARN est precipite de cette solution en 
ajoutant progress ivement 0,5 volume d'une solution 
aqueuse a 5 % de CETAVLON (bromure de c§tyl-trimethyl 
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ammonium) a +4°C. Apres 5 minutes de repbs, le precipit§ 
ARN-CETAVLON est recueilli par centrifugation et le 
surnageant elimine. 

Le culot est lave trois fois par un exces 
d'ethanol h 70 $ contenant CH 3 COONa 0,2 M pH 7,0 et 
par centrifugation. Ce qui a pour effet de transformer 
l'ARN en sel de sodium soluble et d f §liminer le 
CETAVLON * ' * ' ' 

Le culot d'ARN bien essor§ est repris dans un 
tampon Tris-HCl 0,05 M pH 7,2 puis sdumis a une 
purification par chroma tographie sur colonne de DEAE 
cellulose. L'ARN retenu sur cette colonne est elue 
sous forme d'un pic d'ARN tres purifi§ par un gradient 
de NaCl (O i 0,5 M) dans le meme tampon* . 

La fraction contenant 1 "ARM purif ie est 
recueillie, dialysee contre de l'eau distillee puis 
sterilis€e par filtration. 

L'ARN ainsi obtenu peut etre conserve congele 
5 basse temperature ou bien lyophilis§<> 
: Methodes analytiques utilisees pour le controle des 
preparations d 1 ARM 

L'ARN est dose par trois methodes : 
1) Dosage spec tropho tome trique direct I 256 nm 

comparativement a une preparation commerciale § talon. 
.2) Dosage du phosphore, sachant que l'ARN ribosomal 
pur renfenrie 8,2 % de phosphore (Fiske et Subbarow, 
J # Biol. Chem. (1926), 66,375). 
3) Chromatographie HPLC sur colonne §changeuse d'ions 
apres hydrolyse pour le controle qualitatif et 
quantitatif de la composition en bases puriques 
et pyrimidiques et la recherche de la thymine 
caractSristique de l'ADN. . 
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EXEMPLE 2 

Cet exemple est destin§ a mettre en evidence 
l'effet therapeutique d'une preparation d 1 ARN ribosomal 
de Klebsiella pneumoniae pr§par§e par le procidi de 
5 1 1 exemple 1 . 

Cette experimentation est faite chez la 
souris C57 Bl/6 sur des tumeurs de Lewis. Les animaux 
re9oivent trois fois par semaine 5,10 ou 15 fig d'ABN 
ribosomal de Klebsiella pneumoniae type 1 parallelement 
.O ^ une s§rie temoins. Le debut du traitement commence le 

jour de 1' injection des cellules tumorales et il est 
poursuivi jusqu*au d6c£s des animaux. 

~ Les critSres recueillis sont les suivants : 
1) temps d' apparition de la tumeur, 
L5 2) survie, 

3) poids, volume et surface de la tumeur, 

4) poids du thymus et de la rate, 

5) poids des poumons et nombre de -metastases pulmonaires 

Les r€sultats sont rassembles dans le tableau 
2q ci-aprSs. 
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REVENDICATIONS 

1) Preparation immunostimulante non sp§cifique 
pour le traitement des immunodef icits tels que ceux 
rencontres dans la lepre et le cancer, caractSrisSe 

en ce qu'elle contient a titre de principe actif seul 
un ou plusieurs ARN ribosomaux bactgriens extraits 
des souches suivantes : 

* - Klebsiella pneumoniae 

- Serratia marcescens 

- Salmonella typhimurium 

- Hemophilus influenzae. 

2) Preparation selon la revendication 1, 
: ; sous forme injectable. 

3) Preparation selon l 1 une des revendications 
'1 et 2, caracterisge en ce que chaque dose de prepara- 
tion contient de lO a 50 pg d f ARN • 

4) ProcSde de preparation d 1 ARN ribosomaux 
bacteriens caracterise en ce que : 

a) on separe les ribosomes des bacteries 

broyees/ 

b) on extrait 1 1 ARN brut des ribosomes par 
melange desdits ribosomes avec une solution aqueuse 

de dodecyle sulfate de sodium a chaud, et precipitation 
des ARN bruts. et 

c) on traite l'ARN brut par au moins une 
enzyme proteolytique h chaud, suivi d'une precipitation 
des ARN purifies. 

5) Procede selon la revendication 4, caracterise 

en ce que : 

a) on separe les ribosomes des bacteries 

broyees par centrif ugation, 

b) on extrait 1 * ARN brut des ribosomes par 
melange desdits ribosomes avec une solution aqueuse 
de dodecyle sulfate de sodium a une concentration 
comprise entre 1 et 5 % a une temperature comprise 
entre 30 et 50°C, on precipite les ARN bruts en ajoutant 
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au milange de 1' acetate de sodium et de l'Sthanol et 
en recueillant le precipit§ d'ARN brut, 

. c) on traite 1'ARN brut par une enzyme prot§o- 
lytique a une temperature comprise entre 20 et 40° C, 
5 puis on precipite l'ARN purifi§ en ajoutant a la 

solution obtenue du bromure de cetyltrimethyl ammonium, 
on recueille le precipite d'ARN purifi§s obtenu et 
on elimine le bromure de cetyltrimithyl ammonium dudit 
precipite. 

10 6) Procede selon l'une des revendications 

4 et 5, caracterisS en ce que les ARN purifies sont 
repris dans un tampon Tris-HCl 0,05 M pH 7,2 et 
chromatographies sur une colonne de DEAE cellulose par 
un gradient de NaCl, on obtient ainsi des ARN tres 

15 purifies. 

7) ARN obtenu par la mise en oeuvre du procede 

selon l'une des revendications 4 S 6, 
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